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8 週令の雄マウス C57BL/6（三協ラボサービス）18 匹を用いた。室温 24℃、明暗 12
時間周期、餌は自由摂食のもとで飼育した。    
方法 
単糖であるブドウ糖、二糖であるショ糖、そして二〜十糖であるキトサンオリゴ糖を
それぞれ蒸留水あるいは生食 (0.9%NaCl) に溶解し、1％の溶液を作製した。6 種類の
溶液を、各 3 匹のマウスに投与した。溶液は 1 週間ごとに作製し、冷蔵庫に保存し、
使用時に混濁が生じないようにした。先の実験１）と同様に、溶液は細菌除去を目的に
使用時に 0.22 m のフィルターで濾過した。毎回新しいフィルターを使用した。投与
期間は、前回の実験 2)において 1%キトサンオリゴ糖溶液 0.1mL を、約 2 週間継続し
て腹膜腔内投与を行うと腹水の貯留が見られたため、今回も 2 週間の継続投与で検討
した。毎回新しい 27G の注射針とツベルクリンシリンジを使用し、1 日 1 回午前中に
0.2 mL の溶液を、下腹部から腹膜腔に左右交互に注入した。2 週間後にマウスを安楽
死させて、腹膜腔を観察し、肝鎌状間膜を含めて白色塊が存在する横隔膜の部位を採
取した。白色塊が観察されない場合も、同様の部位の横隔膜を採取した。2%グルタ
ールアルデヒド/ 0.1M リン酸緩衝液含 5%ショ糖で数時間固定後、一晩 0.1M リン酸緩
衝液含 5%ショ糖で洗浄した。透過型電子顕微鏡用試料は細切後、2%オスミウム酸/ 
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0.1M リン酸緩衝液に 2 時間後固定し、定法通りに Quetol 812（日新 EM）で包埋して
超薄切片を作製し、酢酸ウラニル染色液と鉛染色液の二重染色を行い観察した。走査
型電子顕微鏡試料は、1 辺が約 5 mm の大きさに横隔膜を切断し、2%オスミウム酸/ 


















形成し、この部位に横隔膜の漿膜下リンパ管叢が存在している場合 (図 2、図 4a、図
5)と、横隔膜から遊離し乳斑状を呈し、内部には血管が存在するとともに炎症細胞が














ていた（図 5a, b, c）。 
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図 1 1%ショ糖／生食（1a）または 1%キトサンオリゴ糖／生食（1b）を 14 日間継続
腹腔内投与後の腹膜腔の状態。ショ糖では、特に著明な変化は観察されない。キトサ
ンオリゴ糖では、横隔膜の腹膜面には白色塊が見られ（矢印）、乳白色を呈する乳汁
状の腹水が多量に見られる（＊）。D: 横隔膜、L: 肝臓、S: 小腸。 
図 2 横隔膜腹膜面に見られた白色塊のトルイジンブルー染色の樹脂切片。漿膜下の
リンパ管叢（L）の存在する部位の上には、多量の細胞の集合が見られる。リンパ管
叢が無い部位では、明瞭な細胞の集合は見られない。バー：100 m。 2a は、図 2 中
の a の部位の拡大像である。リンパ管腔には炎症細胞が存在し、リンパ管を覆う結合
組織には多数の炎症細胞が見られ、肥厚している（両矢印）。結合組織中には、キト
サンオリゴ糖を貪食した細胞が多数見られる（矢印）。バー：20 m。2b は、図 2 中
の b の部位の拡大像であり、細胞塊の見られる部位と見られない部位の移行部を示し
ている。細胞塊の見られない部位では、扁平な中皮細胞（矢頭）が覆っている。中皮
細胞が増殖した細胞に持ち上げられている（矢印）。バー：20 m 。M: 横隔膜の筋
層、P: 腹膜腔。  
図 3 腱中心（T）の上に見られた細胞塊のトルイジンブルー染色の樹脂切片。バー：
100 m。 3a は図 3 の a の部位の拡大像であり、大食細胞がキトサンオリゴ糖を貪食
している（矢印）。さらに、中心部には繊細なコラーゲン（＊）が集族している。バ
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ー：20 m。3b は図 3 の b の部位の拡大像であり、内部に血管が観察され（◯）、こ
の細胞塊は乳斑と思われる。乳斑の細胞が増殖し、キトサンオリゴ糖を貪食している
（矢印）。バー：20 m。 





ている。図 2a に相当する。Mu: 横隔膜の筋層。P: 腹膜腔。バー：5 m。 
図 4b 乳斑の細胞塊。毛細血管（B）、分核している好中球（N）やリンパ球（Ly）、
キトサンオリゴ糖を貪食している大食細胞（M）が見られ、それらの間を、繊細なコ
ラーゲンが埋め尽くしている（＊＊）。図 3b に相当する。P: 腹膜腔。バー：2 m。 
図 4c 細胞塊の周辺の部位。漿膜下のリンパ管（L）の上で、中皮細胞（Me）の下層
に増殖した細胞（C）が潜り込んでいる。図 2b の矢印の部位に相当する。バー：1 m。 
図 4d 細胞塊の周囲の部位。細胞塊の見られない部位を扁平な中皮細胞（Me）が覆
っている。しかしながら、漿膜下の結合組織中には、キトサンオリゴ糖（矢印）を貪
食している大食細胞（M）がみられる。図 2b の矢頭の部位に相当する。バー：2 m。 






図 5b 図 5a の矢印 b で示す部分の拡大像。多数のリンパ管小孔が見られ、炎症細胞
やコラーゲンが入り込んでいる様子が観察される（矢印）。バー：100 m。 
図 5c 図 5b の c の範囲の拡大像。リンパ管小孔に炎症細胞、線維状のものが入って
いるのが観察される。バー：10 m。 
図 6a 細胞集塊が形成されている周囲。剥がれていない扁平な中皮細胞（＊）が観察
される。この部位は炎症細胞に覆われていない。図 2b の矢頭の部位と図 4d に相当す
る。バー：100 m。 
図 6b 細胞塊が形成されている周囲。中皮細胞が浮き上がって、遊離しかけている（矢
印）。図 2b の矢印の部位と図 4c に相当する。バー：100 m。 
図 7a 炎症反応を起こしている巨大な乳斑。横隔膜の上に見られる。図 3 に相当する。
バー：500 m。 
図 7b 図 7a の b の部位の拡大像。無数の炎症細胞が集族している。図 3a、図 3b や
図 4b に相当する。バー：50 m。 
図 7c 図 7b の c の部位の拡大像。多数の球状の炎症細胞の深部に網状にコラーゲン
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（F）が張っている。図 3a、図 3b や図 4b に相当する。バー：10 m。 
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Aim: Peritonitis was evoked when we administered chitooligosaccharide into the peritoneal 
cavity in a former long-term study. We clarified that a cell mass was formed on the diaphragm. 
In this study we observed the cell masses on the diaphragm using an electron microscope and 
we aimed to determine whether the peritonitis occurred after administration of glucose 
(monosaccharide) and sucrose (disaccharide), which have lower molecular weights than 
chitooligosaccharide. into the peritoneal cavity. Methods: We administered a 0.2 mL solution 
containing 0.1% chitooligosaccharide, glucose, or sucrose into the peritoneal cavity of 
C57BL/6 male mice once a day for 14 days. After a 14-day observation period we euthanized 
the mice, observed the peritoneal cavities, gathered the cell masses, and observed them with 
an electron microscope. Results: A large quantity of white ascites was present in the 
peritoneal cavity and the white masses were observed on the diaphragm of the mice treated 
with chitooligosaccharide. These masses were not observed in mice treated with glucose or 
sucrose. The white cell masses formed on the peritoneal area where the lymphatic vessel 
under the diaphragmatic serosa developed and the lymphatic stomata opened. The mass was 
comprised of a large number of inflammatory cells, with collagen fibers among the cells. 
Blood vessels also were observed in the mass. Therefore, the masses appeared to be the milky 
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spot. Collagen was exposed from the intercellular space between mesothelial cells. Cells, 
which travelled through the lymphatic stomata, were observed. Cells that had phagocytized 
chitooligosaccharide were observed in enlarged lymphatics. Conclusion: Considered from 
these findings, it was suggested that chitooligosaccharide was phagocytized by cells in the 
milky spot and the lymphatics, evoking an inflammatory reaction.  
Key words: Chitooligosaccharide, Intraperitoneal injection, Mouse, Lymphatic stomata, 
Diaphragm 



